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Beneficios do Usuario
@ Andlise por injecdo direta em modo DIA;

@ Sensibilidade, reprodutibilidade e robustez para analise proteémica

N Introducao

A protedmica consolidou-se como uma ferramenta essencial para a caracterizagdo abrangente de sistemas bioldgicos,
permitindo a identificacdo e quantificacdo de proteinas em larga escala com alta sensibilidade e precisdo. Modelos
experimentais baseados em culturas celulares contribuem para a padronizacdo das analises, favorecendo a geragdo de dados
comparaveis e de alta qualidade. Dentre as estratégias de espectrometria de massas, a aquisicdo independente de dados (DIA)
destaca-se pela ampla cobertura protedmica, excelente reprodutibilidade e consisténcia quantitativa, sendo ainda potencializada
pelo desempenho do espectrdmetro LCMS-9050. Esta plataforma (Figura 01) combina alta resolucdo e acuracia de massa com
velocidades de aquisicdo ultrarrapidas de até 200 Hz, permitindo maior densidade de pontos ao longo dos picos
cromatogréficos e resultando em melhor definicdo quantitativa e maior confiabilidade dos dados em experimentos DIA.

A utilizagdo de microfluxo reforca essa proposta ao proporcionar maior robustez operacional, reducdo de intervencdes
técnicas e elevada reprodutibilidade entre corridas, quando comparada ao nanofluxo. Adicionalmente, possibilita maior
throughput analitico, mantendo niveis adequados de sensibilidade para diversas aplicacbes protedmicas. Dessa forma, a
integracdo entre microfluxo e aquisicdo DIA utilizando a plataforma Nexera Mikros — LCMS-9050 representa uma estratégia
eficiente e escalavel para andlises protedmicas de alto desempenho, aliando produtividade, robustez e confiabilidade dos
resultados.

WORKFLOW: DO EXTRATO CELULAR A AQUISICAO DIA DE ALTA PERFORMANCE

Plataforma Shimadzu integrada para protedmica profunda com alta sensibilidade, robustez e reprodutibilidade.
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PROCESSAMENTO DE DADOS: PEAKS STUDIO v.13

Fig. 01 Workflow proposto para anélise protedmica de alta performance — solugdo analitica desenvolvida com foco em alta produtividade,
estabilidade e reprodutibilidade, sem comprometer a sensibilidade e a alta resolucéo espectral.

B Preparo de amostra

As diferentes linhagens (MCF-7, HeLa e CACO-2) foram cultivadas (meio DMEM-F12). As células foram previamente
lavadas com PBS 1X. Os pellets foram ressuspensos em tampao de lise contendo 10% SDS e 100 mM TEAB (pH 8,5), seguido de
aquecimento a 95 °C por 5 min para desnaturagdo proteica. O material genético foi degradado com nuclease, e os extratos
foram centrifugados (14.000 x g) para remocgao de detritos insollveis. A concentragdo proteica foi determinada, e aliquotas de
100 pg foram submetidas a redugdo das pontes dissulfeto com ditiotreitol e alquilacdo dos residuos de cisteina com
iodacetamida. A digestdo foi realizada com tripsina grau LC-MS utilizando o protocolo S-Trap (Protifi), permitindo a remocéao
eficiente de detergentes. Os peptideos foram eluidos, secos e ressuspensos em fase A para analise por espectrometria de
massa.
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= LC-MS/MS HRAM - CONDICOES ANALITICAS

As condi¢Bes analiticas sdo mostradas na Tabela 1. A estratégia apresentada utiliza Nexera Mikros (Shimadzu) para
entrega de microfluxo real e reprodutivel; fonte de ionizacdo DuoESI (Newomics) para alta sensibilidade e aquisicdo de dados
em modo DIA (Data Independent Acquisition).

Tabela 1- Condicoes analiticas LC-MS/MS

Coluna L-column ODS 2 (0.3 mm x 150 mm, 2 um, CERI)
A - 0,1% de acido férmico em agua

B - 0,1% de acido férimico em acetonitrila

0,01 min = 7% B; 0,01 -2 min = 7% B; 2 - 15 min = 15% B; 15.01- 49
min = 40% B; 50 — 55 min = 80%B; 55.01 min = 7%B; 65 min = Stop
Fluxo 9 pL/min
Temperatura do forno 40° C

Fase movel

Programa de tempo

Interface ESI + / emitter 8 nozzle, 10 pm (NewOmics)

Vol. injecdo 2.5 uL

Voltagem do probe 3 kv

Temperatura DL 250° C

Temp. Block heater 400° C

Fluxo de gas .

nebulizadgor 1.8 L/min

Loop Time 48s

Precursor ion m/z 400-1000 "
ToF Start — ToF End 100 - 1700 ’ |

Q1 Resolution 25 @

* PROCESSAMENTO DE DADOS

O software PEAKS Studio (v.13) foi utilizado para o processamento dos dados adquiridos. Os parametros de anélise
foram: banco de dados UniProt Homo sapiens (Accured; 20.650 entradas); enzima: tripsina; nimero maximo de sitios de
clivagem perdidos: 1; faixa de comprimento dos peptideos: 7-25 aminoécidos; faixa de carga dos precursores: 1-4; faixa de m/z
dos precursores: 400-1000; faixa de m/z dos fragmentos: 100-1700; modificagdo fixa: carbamidometilagdo; modificagbes
variaveis: oxidacdo e acetilacdo; nimero maximo de PTMs varidveis por peptideo: 1; FDR ao nivel de grupo proteico: 1% e FDR
ao nivel de precursor: 1%. Andlise estatistica dos dados foram feitas utilizando Pyton, tendo como entrada planilha exportada
do Peaks.

= RESULTADOS

Trés linhagens de células humanas (MCF-7, HeLa e CACO-2) foram processadas de acordo com o workflow descrito na
Figura 01, com o objetivo de demonstrar a performance da plataforma analitica Mikros-9050 em anélises protedmicas de larga
escala. Os cromatogramas obtidos por aquisicdo independente de dados (TIC — DIA) para cada linhagem celular sdo
apresentados na Figura 02 (A. MCF-7; B. CACO-2; C. Hela).
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Figura 02. Cromatograma de ions totais (TIC) de dados adquiridos em modo DIA (25 eventos) para as linhagens: A) MCF-7; B) CACO-2 e C) Hela.
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Os resultados (triplicata de injecdo) obtidos através do Peaks Studio (v.13) podem ser observados na Tabela 02. Os
dados indicam alta qualidade e consisténcia dos dados protedmicos adquiridos pela plataforma. Observa-se elevado nimero de
precursores, peptideos e proteinas identificadas por injecdo, com valores altamente reprodutiveis entre as replicatas de cada
linhagem celular. A relagdo Precursor/MS2 acima de 190% para CACO-2 e acima de 250% para HelLa e MCF-7 reflete aquisicdo
eficiente de MS/MS em modo DIA, alta cobertura protedmica e excelente aproveitamento espectral.

Tabela 02 - Resultados estatisticos para protedmica shotgun das 3 linhagens celulares (dados gerados por Peaks Studio, v.13)

#MS #Scans . #Proteins
Run | : #Precursors|#Peptides|#Sequences 7 . #Precursors/#MS2
I 7 un- - MSl ‘MS/MS | ‘ | Groups}’ All || Top
[ Total 9 |[ 5796 [138951 65177 | 354155 | 51465 | 4716 | 5134 | 4782 -
Ci‘clo‘ 1 644 || 15439 | 29833 | 26162 | 26054 || 3534 || 3863 || 3589 193.2%
Cﬁczo‘ 1 644 | 15439 | 30007 | 26301 | 26189 || 3533 || 3862 || 3587 194.4%
C’;\CSO' 1 | 644 | 15439 | 30097 | 26365 | 26260 | 3535 | 3857 || 3590 194.9%
Hela 1] 1 644 |[15439 | 39385 | 33126 | 32894 || 4134 | 4519 || 4195 255.1%
Hela 2| 1 | 644 [15439 42103 | 35403 | 35166 | 4136 [ 4519 | 4197 272.7%
HeLa 3| 1 | 644 [ 15439 38897 | 32682 | 32469 | 4140 | 4520 | 4201 251.9%
N;Cf' 1 644 |[ 15439 | 39812 || 33522 | 31403 || 4075 || 4433 || 4134 257.9%
MCF- 1 2 258.20
=% 1 644 | 15439 | 39856 | 33598 | 31483 | 4082 || 4440 | 4141 258.2%
MCF- '
i 1 644 |[ 15439 | 39750 || 33512 | 31377 | 4085 || 4440 || 4144 257.5%

Cada amostra foi injetada trés vezes (replicatas de injecdo) com o objetivo de avaliar o desempenho cromatografico
do Nexera Mikros em termos de reprodutibilidade cromatografica e eficiéncia de separagdo. Nesta etapa, a reprodutibilidade
da aquisicdo de dados de espectrometria de massas em modo DIA também pdde ser avaliada. Na Figura 03, sdo apresentados
os resultados obtidos a partir do PEAKS Studio, sendo: A) o grafico de shift da distribuicdo dos tempos de retengdo e B) o
boxplot da normalizacdo das areas (intensidades) para todas as amostras, considerando as triplicatas de injecdo de cada uma
das trés linhagens celulares.
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Figura 03. Avaliagdo da reprodutibilidade cromatogréfica: A) shift da distribuicdo dos tempos de retengdo e da reprodutibilidade de area: B) boxplot
da normalizagdo das areas (intensidades).

A forte concentragdo do shift de tempo de retencao (Figura 03 A) em torno de zero apds o alinhamento demonstra
alinhamento cromatografico eficiente e alta estabilidade entre as corridas, condicdo essencial para analises shotgun
quantitativas em modo DIA. Os boxplots das areas normalizadas (Figura 03 B) apresentam distribuicdes semelhantes entre
replicatas e linhagens, com medianas consistentes e baixa dispersdo, confirmando elevada reprodutibilidade quantitativa,
eficiéncia da normalizacdo e minimo impacto de variabilidade técnica.

Na Figura 04, sdo apresentados os resultados de identificacdo de proteinas obtidos para cada uma das linhagens
celulares, representados por diagramas de Venn. Os dados evidenciam a elevada reprodutibilidade instrumental da plataforma
Nexera Mikros — LCMS-9050. Observa-se alta sobreposicdo de proteinas entre as inje¢des (74,9% em MCF-7; 75,5% em CACO-2;
76,3% em Hela), associada a um baixo nUimero de identificacdes exclusivas por corrida, confirmando a estabilidade
cromatografica, a consisténcia da aquisicio em modo DIA e a robustez analitica do sistema em aplicagbes de protedmica
shotgun.

A anélise de PCA foi aplicada aos dados de proteémica para reduzir a complexidade do conjunto de dados e avaliar a
variabilidade global entre as amostras (Figura 05). Essa abordagem facilita a avaliacdo da reprodutibilidade técnica, a
identificacdo de padrdes de similaridade entre amostras e a separacdo de grupos bioldgicos distintos, assegurando que as
diferencas observadas reflitam variacdo bioldgica real e ndo artefatos analiticos.
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MCF-7 - Proteins IDs
Corrida 1 Corida 2
220
163 115
3087
188 187
162
Corrida 3
Total Unificado: $122
Compartiihado por todas: 3087 (74.9%)
Unicos — C1- 163 (4.0} C2: 115 (2.8%) | C3: 162 {3.9%)
Interseccbes — 162: 220 (5.3%) | 263: 187 (4.5%) | 16.3: 188 (4.6%)

CACO-2 - Proteins IDs Hela - Proteins IDs
Corrida 1 Corrida 2 Corrida 1 Corrida 2
156 188
109 150 153 144
| ] |
L 2688 3188
% A \ ¥
163 190 167 . 196
“ ,."‘
114 141
Corrida 3 Corrida 3
Tetal Unificado: 3570 Total Unificads: 4177
Compartihado por todas: 2688 (75.3%) Compartihado por todas: 3188 (76.3%)
- C1:109 {3.1%) | C2: 150 (4.2%) | C3: 114 (3.3%) Uricas — C1: 153 (3.7%) | C2: 144 (2.4%) | C3; 141 (3.4%)
5 — 162: 156 (3.4%) | 263: 100 (5.3%) | 163: 163 (4.6%) interseccBes — 162: 188 (4.5%) | 263: 196 (4.7%) | 163: 167 (3.0%)

Figura 04. Diagrama de Venn para cada uma das linhagens analisadas: A) MCF-7; B) CACO-2 e C) Hela. Dados oriundos de triplicatas de injecdo.
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Figura 05. Analise de PCA dos perfis proteicos: clara separagdo entre as linhagens celulares.

Com base nas intensidades proteicas, a PCA evidenciou separacao clara entre as linhagens MCF-7, CACO-2 e Hela,
com os dois primeiros componentes explicando 72,6% da variancia total (PC1: 47,5%; PC2: 25,1%). A clara distincdo entre os
clusters celulares confirma a capacidade da plataforma Nexera Mikros — LCMS-9050 de capturar diferencas biologicas reais sem
introduzir variabilidade técnica significativa, reforcando a robustez do sistema para andlises protedmicas shotgun quantitativas e

comparativas.

B Conclusao

O workflow descrito combina cromatografia de microfluxo real, ionizacdo avancada multi-nozzle e aquisicdo DIA,
resultando em alta sensibilidade, robustez e reprodutibilidade.

A consisténcia das identificacdes proteicas demonstra desempenho cromatogréafico estavel aliado a aquisicdo de
dados em DIA com alta velocidade e acuracia, garantindo cobertura protedmica confiavel mesmo em analises de larga escala.
Esses resultados confirmam que a integracdo entre microfluxo e QTOF de alta resolucdo sustenta fluxos de trabalho
protedmicos altamente reproduziveis, adequados para estudos comparativos e aplicacbes que exigem elevada confiabilidade

instrumental.

Os elevados niveis de sobreposicdo de proteinas identificadas entre as replicatas de injecdo para as linhagens MCF-7,
CACO-2 e Hela evidenciam a robustez, estabilidade e reprodutibilidade analitica da plataforma Nexera Mikros acoplada ao
LCMS-9050 em experimentos de protedmica shotgun.
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